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Effizienter Kerntransfer mit fetalen Fibroblasten 



Die vorliegende Erfmdung betrifft ein Verfahren zura Zuchten von Tieren fiber Klonierung 
sowie die mit dem Verfahren erhaltlichen Tiere. Diese Erfmdung betrifft insbesondere ein 
Verfahren zum Klonieren von Tieren uber einen effizienten Kerntransfer mit bestimmten 
fetalen Zellen. 

Tiere, insbesondere Nutztiere, werden vom Menschen seit langem fiir die verschiedensten 
Zwecke weitergezuchtet und im Hinblick auf bestimmte Eigenschaften fortentwickelt. So 
wurden beispielsweise KQhe und Stiere mit hohem Zuchtwert fur MilchJeisrung 
weiterverpaart, um Tiere mit hohem Milchertrag zu erhalten. 

In den letzten Jahren gerieten Tiere, insbesondere Vertreter der Ungulaten, wie Schafe, 
Rinder bzw. Kiihe auch als Produktionsstatten emahrungsphysiologisch bzw. pharma- 
zeutisch bedeutender Stoffe in den Mittelpunkt des Forschungsinteresses, da es mit der 
Entwicklung der Gentechnologie moglich wurde gezielt Tiere herzustellen, denen eine 
neue Eigenschaft, beispielsweise die Fahigkeit zur Produktion eines bestimmten Arznei- 
mittels, verliehen werden konnte. Das Problem bei der wirtschaftlichen Nutzung derartiger 
Tiere besteht jedoch darin, daB das ihnen transferierte Genkonstrukt integrien und stabil 
an die Nachkommen weitergegeben wird. 

Zu diesem Zweck wurde versucht, das Problem des Gentransfers dadurch zu Iosen, daB 
dieser in Zellen vorgenommen wird, wobei aus diesen Zellen mittels Klonierung wieder 
Tiere generiert werden. 

In der Fachwelt wird der Begriff des "Klonierens" allgemeinen als Vervielfaltigung eines 
genetischen Materials, abgeleitet von einer einzigen Zelle definiert, was iibertragen auf die 
Embryologie als Erstellung von Embryonen bzw. Tieren mit identischem Genotyp 
verstanden werden kann. In der Embryologie wird der Keimling wShrend der Blastoge- 
nese, also bis zur Entwicklung der Anlage von Primitivorganen als Embryo, in den 
nachfolgenden Entwicklungsstufen als Fetus bezeichnet. Embryonale Phasen verlaufen je 
nach Spezies in unterschiedlich langen Zeitraumen ab, so beispielsweise beim Rind in 
einem Zeitraum von etwa 4 Wochen, wobei bei anderen Spezies innerhalb der Ungulaten 
kurzere oder auch Iangere Zeitraume dafur erforderlich sein konnen. 



WO 99/36510 PCT/EP98/OOZ30 

2 

Zur Klonierung von Tieren, also zur Vervielfaltigung eines einem bestimmten Tier eige- 
nen Genoryps wurden bis dato mehrere Wege beschritten. 

Einerseits wurden fruhe Embryonalstadien und Fortenrwicklungen einem mikroctairur- 
5 gischen Eingriff unterworfen und die jeweils daraus isolierten Teile wurden in vitro bzw. 
in vivo weitergeziichtet. 

Weiter wurde eine als "Chimares Klonen" bezeichnete mikromanipulatorische {Combi- 
nation asynchroner Entwicklungsstadien durchgeftthrt, bei der Blastomere(n) aus Embryo- 
10 nen weiter fortgeschrittener Stadien mit Blastomeren aus fruheren Stadien zusammen- 
gebracht wurden, mit dem Ziel, die erstgenannten in ihrer Weiterentwicklungskapazitat zu 
unterstutzen und somit identische Viellinge zu erzeugen. Die groBte Anzahl damit 
erhaltener Klone lag jedoch lediglich in einer Grofienordnung von maximal 5-8. 

15 Eine weitere Vorgehensweise war die parthenogenetische Aktivierung oder die Verpaa- 
rung homozygoter Elterntiere, um hinsichtlich bestimmter Eigenschaften Klone zu erhal- 
ten. 

Da sich die oben genannten Verfahren hinsichUich Ihrer Effektivitat und Zuverlassigkeit 
20 jedoch als relativ schlecht erwiesen, wurde ein weiteres Verfahren entwickelt, das generell 
als Kerntransfer bezeichnet wird. 

Dabei werden Zellkerne, die von mehrzelligen Embryonen stammen, in entsprechend vor- 
bereitete Eizellen uberfuhrt, wobei genetisch identische Embryonen erstellt werden 
25 konnten. 

Um eine Klonierung mittels Kerntransfer erfolgreich durchfuhren zu konnen, mussen 
jedoch einige unabdingbare Parameter berucksichtigt werden. 

30 Die Eizelle, die als EmpfangerzeUe eingesetzt wird, muB das Metaphase-Stadium in der 2. 
Reifeteilung (Metaphase D) voUendet haben und soli keine eigene nukleare DNA mehr ent- 
halten, d.h. sie soil als sogenannte enukleierte Eizelle vorliegen. Des weiteren sollte das 
Cytoplasma der Eizelle so wenig wie moglich beeinflufit werden, da die in dem 
Cytoplasma selbst enthaltenen Stoffe fur die Weiterentwicklung, beispielsweise die 

35 Teilung der Zelle, von Bedeutung sein konnen. 



Weiterhin muB die nukleare DNA des ubertragenen Kerns reprogramraiert werden. Da der 
(Spender-) Kern von einem mehrzelligen Embryo stammt, hat die jeweilige Spenderzelle 
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bereits einige Teilungszyklen durchlaufen. Dies bedeutet, daB sich die Zelle in einem 
gegeniiber einer totipotenten befruchteten Eizelle fortgeschrittenen Entwicklungsstadium 
befindet, in dem moglicherweise bereits bestimmte, fur die friihe Entwicklung erforder- 
liche Gene abgeschaltet sind. 

5 

Aus diesem Grund muB die verwendete Kern-DNA derart reprogrammiert werden, daB die 
vollstandige genetische Information der Kern-DNA wieder zur Verffigung steht und das 
Teilungsschema des Embryos wieder beim Stadium der Zygote beginnt. Je besser somit 
diese Reprogrammierung bzw. Aktivierung erreicht werden kann, desto holier liegt die 
1 0 Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Klonierung, mit der dann auch ein fenig entwickel- 
tes, d.h. lebend geborenes geklontes Tier erhalten werden kann. 

Neben der Kern-DNA ist u.a. auch die in dem Cytoplasma vorhandene mRNA von 
Bedeutung, da diese im Zeitpunkt der Vereinigung von Eizelle und Spenderzelle die fiir 
15 das gegenwartige Entwicklungs- bzw. Differenzierungsstadium der Spenderzelle 
erforderlichen Botschaften darstellt und die damit hergesteUten Proteine einen Einflufl auf 
die weitere Entwicklung der Zelle nehmen konnen. 

Das Verfahren des Kemtransfers wurde bereits mit bescheidenem Erfolg eingesetzt. So 
20 berichteten Willadsen et al. (Nature 320 (1986), 63-65) uber die Klonierung von 
Lammern, wobei die Kerne aus Kern-Spenderzellen aus dem 8-ZelI-Stadium stammten. 
Robl et al. (J. Anim. Sci. 64 (1987), 642-647) berichteten uber die ersten Kerntransfer- 
experimente beim Rind, wobei ausschliefllich mit ex vivo gewonnenen Rinderembryonen 
als Kernspender gearbeitet wurde. Bei diesen Versuchen war immer eine in vivo 
25 Zwischenkultur in Schafeileitern erforderlich. In den folgenden Jahren konnte auch gezeigt 
werden, daB das Embryonalklonen beim Rind rein in vitro, also unter Verwendung von in 
vitro produzierten Embryonen und in vitro gereiften Eizellen, erfolgreich durchgefuhrt 
werden kann (Sims et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 21 (1991), 6143-6147). 

30 In der WO 97/07668 wird weiter ein Verfahren zur WiederhersteUung eines tierischen 
Embryos beschrieben, bei dem generell ein Kern mit einem diploiden Chromosomensatz in 
eine enukleierte Eizelle uberfuhrt wird, die in dem Metaphasenstadium II gehalten wird, 
wobei die Eizelle beim Einbringen des Kerns erst nach einer gewissen Zeit aktiviert wird. 
Durch spater erfolgende Aktivierung der Eizelle nach Einbringen der Kern-DNA soil eine 

35 verbesserte Reprogrammierung der eingebrachten Kern-DNA erreicht werden. 

Die WO 97/0669 betrifft ebenfalls ein Verfahren zur WiederhersteUung eines tierischen 
Embryos, bei dem der Kern einer "quiescent" (ruhenden) Donorzelle in eine geeignete 
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Empfangerzelle transferiert wird. GemaB dieser Druckschrift wird es als erforderlich 
angesehen, daB die Donorzelle vor Vereinigung mit der Empfangerzelle in der GO-Phase 
festgesetzt wird, was durch Hungern der Zellen oder Kontaktinhibition erreicht werden 
kann. 

Ein Problem bei dieser Technologie besteht jedoch immer noch darin, geeignete Spender- 
Zellen fur den Kerntransfer zu finden, mit der sich ein tierischer Embryo am zweck- 
maBigsten und wirtschaftlichsten herstellen lafit. BekanntermaBen stellt die Re- 
programmierung der Kern-DNA aus der jeweils gewahlten Spenderzelle die groflte 
Schwierigkeit bei der Embryoklonierung dar, da diese nicht mir EinfluB hat auf die weitere 
friihe Reifiing des Embryos, sondern auch auf die spatere Entwicklung nach einer gegebe- 
nenfalls durchgefiihrten Einpflanzung in ein Muttertier. So bestehen trotz aller Erfolge auf 
diesem Gebiet immer noch Probleme hinsichtlich einer effektiven Reprogrammierung der 
Spender-Kern-DNA, urn die manipulierte Eizelle mit neuem Kern dem Zustand einer 
naturlichen Zygote anzunahern. Dies druckt sich u.a. in einer auBerst geringen Ausbeute 
hinsichtlich der Gewinnung embryonaler Blastozysten und einer geringen Teilungsrate aus. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht daher darin, die Nachteile des Standes 
der Technik zu uberwinden und eine geeignete Kern-Spenderzelle zur Verfugung zu 
stellen, mit der ein verbessertes Verfahren zum Klonieren von Tieren bereitgestellt werden 
kann. 

Diese Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zum Klonieren eines tierischen Embryos, 
bei dem als SpenderzeUe fur den Kerntransfer fetale Fibroblasten eingesetzt werden. Der 
Kern dieser Zelle wird mit einer geeigneten Empfangerzelle zusammengebracht und die so 
erhaltene Zelle wird fur einen Zeitraum geziichtet, damit sich eine Morula bildet. Die 
daraus erhaltliche Morula kann dann gegebenenfalls zum Klonieren wiederverwendet 
werden und zum Austragen in ein Muttertier eingebracht werden. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist die Empfanger- 
zelle eine enukleierte Eizelle ( in die der Kern des fetalen Fibroblasten zum Kerntransfer 
eingebracht werden kann oder mit der der fetale Fibroblast selbst fusioniert wird. Der 
fetale Fibroblast kann dabei aus einem Fetus und direkt oder nach langerem Zuchten 
verwendet werden. 

Die Tiere, bei denen das erfindungsgemaBe Verfahren durchgefuhrt werden kann, sind bei- 
spielsweise Ungulaten, Kaninchen, Nager, oder Vogel, wobei Ungulaten, insbesondere 
Schweine, Schafe, Ziegen, Rinder bzw. Kiihe bevorzugt sind. 
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Id emer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die in dem Verfahren eingesetzten fetalen 
F.broblasten transgen, d.h. sie enthalten ein oder mehrere Gene, die entweder von einer 
exogenen Quelle abgeleitet sind oder die ein endogenes, an einen anderen, nicht 
naturhchen Locus im Genom eingebrachtes Gen darstellen. Diese Gene codieren vorzugs- 
we.se fur ein Arzneimittel. beispielsweise einen Antik6rper oder einen emahrungs- 
physiologisch interessanten Stoff, beispielsweise Chymosin oder Trypsin, wobei die Gene 
jeweils unter der Kontrol.e eines oder des endogenen oder eines exogenen Pronators 
hegen konnen. 

Zur Gewinnung fetaler Fibroblasten werden Feten aus graviden Tieren gewonnen bei- 
s P ielswe 1S e durch einfaches Zerkleinern des Fetus. Die aus dem Fetus gewonnen Zellen 
werden sodann auf die gewunschten fetalen Fibroblasten selektiert, wie beispielsweise 
durch Anhaftenlassen an das Kuiturgefafi und Abtrennen des Oberstandes oder durch 
mechamsche Selektion mittels einer Pipette. Fetale Fibroblasten lassen sich aufgrund ihres 
Pbanotyps von anderen Zellen leicht unterscheiden. 

Fur die nachfolgenden Schritte kann der gewonnene fetale Fibroblast als solcher eingesetzt 
werden, oder der Kern kann daraus isoliert und weiterverwendet werden. 

Als Empfangerzellen werden in der Regel enukleierte Eizellen eingesetzt, die in vivo oder 
in v,tro gereift sind. So konnen beispielsweise in vitro gereifte, unbefruchtete Eizellen ein- 
gesetzt werden, bei denen nach Erreichen der Metaphase II die umgebenden Cumulus- 
zellen entfernt wurden. 

Die Empfangerzelle soil vorzugsweise keine eigene Kern-DNA aufweisen. Fur die 
Entfernung der Eizell-DNA sind im Stand der Technik mehrere Moglichkeiten vorhanden 
w.e betspielsweise die Trennung der Eizelle in zwei Halften, von denen eine Halfte keinen" 
Kern mehr aufweist und weiterverwendet werden kann, oder eine Bestrahlung mit 
ultrav,olettem Licht zur Zerstonmg der zelleigenen DNA. Eine Entfernung des Kerns 
bzw. der Pro-Nuclei oder der Metaphasen-Platte mittels Mikroraanipulation ist ebenfalls 
moghch. Als bevorzugt hat sich eine Behandlung der Eizellen vor der Mikromanipulation 
nut Cytochalasin B mit anschlieBendem Absaugen des in der Mhe des Polkorpers liegen- 
den Zytoplasmas mit Hilfe einer Pipette, beispielsweise mit einem Leitz-Micromanipulator 
(Leica, Bensheim, Deutschland) gefuhrt, erwiesen. Da die Kern-DNA der Eizelle zu die- 
sem Ze ltp unkt in der Nahe der Polkorperchen lokalisien ist, ist die Enukleationsrate bei 
d.eser Methode sehr hoch, wobei gleichzeitig nur ein kleiner Teil des Cytoplasmas mit ab- 
gesaugt wird. 
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Nach Gewinnen der jeweils beim Kerntransfer beteiligten Zellen konnen generell zwei 
Wege beschritten werden. Der Kern des fetalen Fibroblasten wird anhand im Stand der 
Technik bekannter und etablierter Verfahren isoliert und in die vorbereitete Empfanger- 
zelle eingebracht, wie beispielsweise mittels Injektion oder der fetale Fibroblast selbst 
wird mit der Empfangerzelle ftisioniert. 

Bei einer Fusion kann ein fetaler Fibroblast mit Hilfe eiaer geeigneten Vorrichtung, wie 
einer Transferpipette unter die Zona pellucida der enukleierten Eizelle geschoben und dort 
abgesetzt werden. Zur Integration des Zellkerns des fetalen Fibroblasten in das Zellplasma 
der Eizelle wird die Membran der Fibroblast mit der Membran der Eizelle fusioniert. 
Techniken zur Fusion von Zellen sind im Stand der Technik wohlbekannt, beispielsweise 
Fusion unter Verwendung des Sendai-Viruses, Bebandlung mit PEG (Polyethylenglycol), 
Laserfusion oder Elektroschock. Die letztgenannte Methode, die sogenannte Elektrofusion, 
bei der durch gegebenenfalls mehrmalige, beispielsweise 2 bis 10 mal, kurzzeitige Gleicb- 
strompulse von etwa 1 bis 5 kV/cm, vorzugsweise 1 bis 3 kV/cm, mit einer jeweiligen 
Dauer von 2 usek. bis 1 sek., Poren induziert werden, die ein ZusammenflieBen des Zy- 
toplasmas ermoglichen, ist in dem vorliegenden Verfahren bevorzugt, da die elektrischen 
Pulse bei geeigneter Starke gleichzeitig eine Aktivierung der (fusionierten) Eizelle mit sich 
bringen konnen. Die Aktivierung kann auch einige Stunden (ca. 2-5 Std.) nach der Fusion 
erfolgen, beispielsweise durch eine Inkubation der fusionierten Zelle in einer 7 %igen 
Alkohollosung, vorzugsweise einer 7 %igen Ethanollosung, oder anhand anderer im Stand 
der Technik bekannten Verfahren. 

Die Aktivierung der fusionierten Zelle ist ein wichtiger Schritt, da sie die Voraussetzung 
fur das Ingangkommen der Tetlungsaktivitat des Fusionsproduktes ist. Nach erfolgter 
Fusion und Aktivierung werden die Fibroblasten-Eizellenkomplexe (Kerntransferembryo- 
nen) gezuchtet, bis sie ein Stadium erreichen, in dem sie gegebenenfalls auf einen 
Empfanger transferiert werden konnen. Dabei konnen dem verwendeten Kulturmedium 
nach Wahl Stoffe zugesetzt werden, die die Aggregation von Mikrotubuli unterstutzen 
oder inhibieren. Nocadazol sowie Colcemid sind Beispiele fur die Aggregation inhi- 
bierende Mittel, Taxol ist ein Mikrotubuli-Stabilisator. Diese Stoffe verhindern eine gege- 
benenfalls auftretende Bildung mehrerer Pro-Nuclei. 

Bei den bestehenden Verfahren des Standes der Technik mufiten zur weiteren Zuchtung der 
sich bildenden Embryonen diese sorgfaltig in einen Zwischenempfanger flberftthrt werden. 
Dies wurde im allgemeinen dadurch erreicht, daB der Embryo in einem schiitzenden 
Medium, wie Agar, verpackt in die EUeiter eines "einstweiligen Muttertiers" (temporarer 
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Empfanger) uberfiihrt wurde, in dem eine weitere Emwicklung bis zur Einpflanzung in das 
(endgultige) Muttertier erforderlich war. Bei dem erfindungsgemafien Verfahren ist es 
jedoch auch moglich bestehende in-vitro-Systeme fur die Kultivierung einzusetzen ohne 
dabei die Ausbeuten zu verschlechtern. Ohne an eine Theorie gebunden zu sein, konnte 
diese Tatsache mit der getroffenen Auswahl der SpenderzeUe einhergehen, mit der 
Embryonen erhalten werden konnen, die hinsichtlich Ihrer Entwicklung naturlich 
erzeugten Embryonen sehr nahe kommen. Die Zellen werden fur einen Zeitraum in Kultur 
gehalten, bis sich Blastozysten bilden. Dies umfafit einen Zeitraum von bis zu 10 Tagen, 
vorzugsweise 6 bis 7 Tagen. 

ErfindungsgemaJJ ist es nun moglich, klonierte Embryonen zu Feten heranwachsen zu 
lassen, die dann wieder als Kernspender herangezogen werden konnen. Im Rahmen dieser 
sogenannten Reklonierung kann die Zahl an klonierten Embryonen weiter erhoht werden. 

15 Die fetalen Fibroblasten zum Einsatz in dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen aus 
einer Vielzahl von Tieren gewonnen werden, wie beispielsweise aus Saugern, Ungulaten, 
Kaninchen, Nagern, wie beispielsweise Ratten oder Mausen, oder Vogeln, wie beispiels- 
weise Enten, Gansen oder Hiihnern. Dabei sind u.a. im Hinblick auf wirtschaftliche 
Gesichtspunkte Ungulaten bevorzugt, wie beispielsweise Rinder, Schafe, Ziegen, Buffel, 

20 Kamele sowie Schweine. Am meisten bevorzugt sind Schafe bzw. Kuhe. 

Um die Isolierung des Genprodukts zu erleichtern kann das Genprodukt in ein Produkt des 
Tieres selbst gerichtet werden, bei Kuhen bzw. Schafen beispielsweise in die Milch oder 
bei Vogeln in die Eier. Dies kann durch Wahl geeigneter Promotoren zur organspe- 
25 zifischen Expression erreicht werden, die im Stand der Technik bekannt sind. Das Gen- 
produkt kann jedoch gleichermaflen aus dem Tier selbst gewonnen werden, beispielsweise 
aus dem Serum. Auch ist es moglich, dafi das/die Organ(e)/Gewebe der Tiere das ge- 
wunschte Produkt darstellen, wobei, beispielsweise fur eine (Xeno-)Transplantation. 

30 Die in dem erfindungsgemafien Verfahren eingesetzten fetalen Fibroblasten bzw. die Feten 
Oder Tiere, von denen sie abgeleitet sind, konnen daruber hinaus transgen sein, wobei das 
Transgen vorzugsweise fur ein ernahrungsphysiologisch oder pharmazeutisch interessantes 
Produkt, beispielsweise einen Antikorper codiert. Beispielsweise konnen bei Kuhen oder 
Schafen die Gene fur Chymosui oder Trypsin in ein Konstrukt eingebaut werden, das die 

35 Produktion des entsprechenden Enzyms, bzw. eines seiner Vorlaufer in der Milch des Tieres 
ermoglicht. Das Transgen von Interesse kann dabei, je nach Wunsch, unter der Steuerung 
eines exogenen, ebenfalls transgenen Promotors liegen, oder ein bekannter endogener 
Promotor kann fur diesen Zweck eingesetzt werden. 
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Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ist es nun moglich, eine Verbesserung der Ge- 
winnung homologer tierischer Proteine, eine Veranderung tierischer Produkte, wie Milch 
selbst oder die Gewinnung tierischer Organe fur beispielsweise einen medizinischen 
5 Einsatz zu erreichen. 

Eine ganze Reihe von Proteinen wird bislang aus tierischen Organen durch Aufireinigung 
aus diesen Organen gewonnen und dann in der Medizin Oder Technik eingesetzt. Probleme 
dabei bestehen u.a. hinsichtlieh der relattven Mengen, in denen sie in diesen Geweben 
10 vorhanden sind (beispielsweise FSH aus Hypophysen), was zu hohen Produktionskosten 
fiihrt, da zur Gewinnung einerseits eine gfoBe Menge an Ausgangsmaterial, d.h. viele 
Tiere, erforderlich sind, was aufgrund der Vielzahl von Tieren die Gefohr einer Kontami- 
nation, mit beispielsweise Krankheitserregera, wie BSE oder Ehec, mit sich bringt. 

15 Beispiele ffir interessierende Proteine aus Tierorganen sind Aprotinin aus der Lunge, 
Chymosin aus dem Magen, Katalase aus der Leber, Elastase, Pankreatin, Insulin oder 
Trypsin aus dem Pankreas, Hyaluronidase aus Hoden, Chondroitin aus Trachea, Kollagene 
aus der Haut, Fibronectin oder Vitronectin aus Plasma, Epithelial Cell Growth suppl. oder 
LH (Luteinisierendes Hormon) aus der Hypophyse, Fibroblast growth factor oder 

20 Ganglioside aus dem Him, sowie Hamoglobin, Thrombin, Transferrin usw.. Diese 
Aufeahlung ist nicht als Einschrankung anzusehen. 

Fur alle diese Produkte kann eine ektotope Expression, d.h. eine Expression in einem 
anderen Gewebe, beispielsweise in der Milchdriise erreicht werden, wenn in den fur die 

25 Klonierung verwendeten Zellen vorher entweder ein additiver Gentransfer durchgefiihrt 
wurde, beispielsweise iiber Injektion, Transformation, Transfektion oder anhand eines 
anderen im Stand der Technik bekannten Verfahrens, wobei ein in vitro rekombiniertes 
Genkonstrukt zusatzlich ins Genom integriert wird. Darflber hinaus kann durch homologe 
Rekombination in den Zellen erreicht werden, dafl das endogen vorhandene Gen mit einem 

30 Promotor gekoppelt wird, der fur dieses Strukturgen ein anderes Expressionsmuster er- 
gibt, beispielsweise Produktion von Chymosin im Euter mit einhergehender Sezernierung 
in die Milch anstelle der endogenen Synthese im Magen. Weiter kann ein endogen 
vorhandener Promotor, beispielsweise der Casein- oder Lactoglobulin-Promotor mit einem 
neuen Strukturgen gekoppelt werden, so daB fur die Expression optimale Bedingungen 

35 voriiegen. In beiden vorstehend aufgeffihrten Fallen konnen Promotor und Strukturgen, 
die homolog in das Genom hinein rekombiniert werden, vorab aus einer Genbank isoliert 
werden, die beispielsweise aus fetalen Fibroblasten gewonnen worden ist, so daB nicht nur 
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spezieseigene DNA (Selbstklonierung) eingesetzt wird, sondern es sich auch um isogehe 
DNA handelt. 

Auf diesem Weg kann daher die Zusammensetzung von Nahrungsraitteln, die aus 
5 tierischen Produkten, wie beispielsweise Milch, gewonnen werden, in gewiinschter Weise 
verandert werden, so daB diese positive alimentare, dietatische, gesundheitsfdrdernde 
Eigenschaften oder ein geringeres allergenes Potential, bessere Lagerungsstabilitat oder 
Verarbeitungseigenschaften aufweisen. So kann beispielsweise Milch mit Ehec-Anti- 
korpern oder Milch mit speziell auf Erkrankungen, wie beispielsweise Leaktoseintoleranz, 
10 abgestimmten Eigenschaften hergestellt werden. 

Dariiber hinaus k6nnen durch Verwendung von MACs (Mammalian artificial Chromo- 
somes) Integrationsmutationen vermieden und grofle DNA-Fragmente transferiert werden. 
Dieses MACs werden als zusStzliche Mini- bzw. Mikrochromosomen im Kern genauso 

15 repliziert, wie die endogenen Chromosomen. Dadurch ist es beispielsweise moglich, iiber 
die Spezies hinweg Gencluster zu transferieren, beispielsweise kompiette Immunglobulin- 
Gencluster des Menschen auf Nutztiere, wobei dieses Nutztier dann in der Lage ware, 
humane AntikSrper zu produzieren, die gewonnen und genutzt werden konnten. Der 
Transfer bestimmter MACs aus der eigenen Spezies fuhrt weiter dazu, dafi bei additiven 

20 Geneffekten eine Erhohung der Synthese des Genprodukts folgern wurde. 

Wichtig ist auch eine Expression homologer Proteine, bzw. auch Geweben oder Organen 
in Nutztieren, bei Proteinen in den gleichen Organen, in denen diese Proteine auch beim 
Menschen exprimiert werden. Die Proteine werden dann anhand im Stand der Technik 

25 bekannter Verfahren gewonnen, die Gewebe bzw. Organe vor einer eventuellen 
Transplantation aus dem Tier entnommen. Der Vorteil dieser Vorgehensweise besteht in 
einer hohen Identitat der exprimierten Proteine, da sie im richtigen Organ prozessiert bzw. 
post-translational modifiziert werden, beispielsweise Expression von Erythropoietin in der 
Niere. Die fuhrt dazu, daB die aus den unterschiedlichen Geweben gewonnenen Proteine 

30 die gleiche Glycosylierung aufweisen, wie die Stoffe im Menschen selbst, wobei deren 
Aktivitat der des natOrlichen Proteins sehr nahe kommt. So k6nnen transgene Tiere, bei- 
spielsweise Schweine, Rinder usw. erhalten werden, die menschliches Insulin, 
Erythropoietin usw. produzieren, die in der Medizin dann besser genutzt werden konnen. 



35 



Anhand des erfindungsgemaBen Verfahrens kann ein einmal transgen gemachtes Nutztier 
mit beispielsweise den vorstehend aufgefuhrten Eigenschaften stabil fortgepflanzt werden. 
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Die vorliegende Erfindung umfafit auch die mit dem erfindungsgemafien Verfahren 
erhaltlichen geklonten Tiere, die, wie oben erlautert transgen sein konnen oder nicht. 

Ein Vorteil des erfindungsgemafien Verfahrens ist neben Umgehung des Erfordernis die 
Zellen in die GO Phase zu bringen auch eine gleichbleibende und sogar gesteigerte 
Effizienz hinsichtlich der Ausbeuten bei der Reklonierung. 

So konnten unter Verwendung des erfindungsgemafien Verfahrens Ergebnisse erzielt 
wcKlcn, die sogar besser warm als jene, die aus punktierten Oozyten mit anschlieflender 
Reifiing und Fertilisation - jedoch ohne Klonierung - entstanden sind. Die dabei beobach- 
tete hohere in vivo Entwicklungskapazitat erhoht die Effizienz der Klonierungsprogramme 
erheblich. 

Als MaB fur die Effizienz derartiger Verfahren kann die sogenannte Graviditatsrate 
(Trachtigkeitsrate) dienen, die als Anteil der nach Transfer von 6 - 7 Tagen in vitro 
kultivierten Embryonen auf synchronisierte Erapfangertiere gravid gewordenen Tiere 
ermittelt werden kann. Die jeweiligen Graviditatsraten konnen durch Messung des Pro- 
gesteronspiegels, Ultraschalluntersuchungen oder mittels rektaler Palpation bestimrat 
werden. 

Dabei wurden beim Beispiel Rind mit unterschiedlichen Verfahren folgende Ergebnisse 
erhalten: 

Graviditatsraten: 

Oocytenpunktion mit anschlieflender IVM und IVF 
Embryoklonierung (durchschnittlich) 
Embryoklonierung mit fetalen Fibroblasten 

IVM = in vitro Maturation/Reifiing 
IVF = in vitro Fertilisation 

Die Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf das lediglich zur Erlauterung gegebene 
Beispiel ausfuhrlicher erlautert, das den Bereich der Erfindung nicht einschranken soil. 



34 % 
25 % 
55 % 
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Isolierung fetaler Fibroblasten beim Rinderfetus 

Feten aus Uteri von geschlachteten Kalbinnen oder Kiihen wurden freiprapariert und in 
PBS (Phosphate buffered Saline, ohne Ca 2+ /Mg 2+ , rait Penicillin/ Streptomycin, plus 10% 
fetales Kalberserum (FCS)) auf Eiswasser ins Labor gebracht. Die Feten wurden anschlie- 
Bend mehrmals mit frischem PBS gewaschen. Nach dem Waschen wurden die Feten vom 
Kopf und den inneren Organen befreit, nochmals in PBS gewaschen, in 5 ml PBS zer- 
kleinert und in ein 50 ml Kultuirohrchen uberfilhrt. Nach Zugabe von 10 ml PBS wurde 
bei 300 Upm fur 5 min vorsichtig zentrifugiert und das Pellet in 0,1 %iger Trypsinl6sung 
resuspendiert. Nach einer 5-minQtigen Inkubation bei 37 °C erfolgte ein Transfer in ein 50 
ml Zentrifugenr6hrchen, worauf erneut zentrifugiert wurde (300 Upm/5 min.). Diese 
Schritte, beginnend mit der Trypsinbehandlung wurden zweimal wiederholt. Die so er- 
haltene Zellsuspension wurde dann filtriert, in ein 50 ml Rohrchen ubernommen, fur 5 
min. zentrifugiert (160 g), das Pellet resuspendiert und in 1 ml Kulturmedium 
(Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium (Gibco), erganzt mit 15% FCS, 2mM L-Gluta- 
min, 10" 7 mMol 13-Mercaptoethanol, und Penicillin/Streptomycin) aufgenommen. 

Nach der Trypsinbehandlung wurde die Zellsuspension in 10 cm Kulturschalen gegeben 
und in Kulturmedium (supra) mit 10 % FCS (Biochrom, Berlin) solange geziichtet (37°C, 
5 % C0 2 ), bis der Zellrasen subkonfluent war (2 bis 3 Tage). Ein Teil dieser Passage "0" 
wurde eingefroren (10 % Dimethylsulfoxid, Sigma) und in fliissigem Stickstoff gelagert. 

AIs Vergleich hinsichtlich der Effizienz des Verfahrens wurde ein Teil der Fibroblasten 
vor dem Kerntransfer nach dem in der WO 97/07669 (Campell et al.) beschriebenen Ver- 
fahren durch starke Verringerung der Serumkonzentration in der Kultur in eine pre- 
sumptive GO-Phase synchronisiert. Dazu wurden Zellen einen Tag nach der Passage 
dreimal mit PBS gewaschen und dann in frischem Medium mit 0,5 % FCS fur 8 Tage 
gezQchtet (Starvation, "gehungerte Zellen"), bevor sie fur die Kloniemng verwendet 
wurden. In dem von Campell beschriebenen Verfahren wird es als unumganglich 
angesehen, da/5 die eingesetzten Fibroblasten durch "Hungern" oder andere Verfahren in 
die GO-Phase uberfuhrt werden. 

Die Fibroblasten fur das hier beschriebene Verfahren, die diesem Aushungerungsprozefl 
(Starvation) nicht ausgesetzt wurden, wurden direkt aus der subkonfluenten Zellkultur 
entnommen und ohne weitere Behandlung fur die Kloniemng verwendet. 
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Weiter wurden Blastomeren (Embryonalzellen) aus Morulae (Embryonen im Alter von 
etwa 6 Tagen mit einer Zellzahl zwischen 30 und 70 Blastomeren), die aus der Klonierung 
mit gehungerten und nicht behandelten Fibroblasten entstanden sind, erneut fur die 
Klonierung verwendet (Reklonierung). Die Ergebnisse sind in der Tabelle 
5 zusammengestellt und zeigen, daB trotz Arbeiten gegen die Lehre des Standes der Technik 
sogar bessere Ergebnisse erhalten werden konnen. 

Auch bei den erhaltenen Graviditatsraten konnte uberraschenderweise festgestellt werden, 
dafi diese bei 60 % lag. 

10 

Additiver Gentransfer 

In vitro rekombinierte Genkonstrukte, wie sie in der DE-OS-40 12 526 beschrieben sind, 
die hier unter Bezugnahme mit aufgenommen wird, werden durch konventionelle DNA- 

15 Mikroinjektion (Brem G., Transgenic Animals, Genetic Engineering of Animals, VCH 
Weinheim (1993), 83-170) in die Kerne isolierter fetaler Fibroblasten oder durch bekannte 
Transformationsverfahren (Maniatis et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual. 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1989) stabil integriert. Der Nachweis der Integration in 
den Zellen erfolgt mittels PGR und/oder Southern Blotting (Maniatis, vorstehend). Eine 

20 Expression in ausdifferenzierten Zellen zeigt, daB der Gentransfer erfolgreich gewesen ist. 



Klonierung 

18-20 Std. nach dem Beginn der Reifung wurden aus dem Eierstock isolierte bovine 
25 Oozyten von den sie umgebenden Kumuluszellen befreit und innerhalb von zwei Stunden 
enukleiert (Molecular Reproduction and Development 42 (1995), 53-57). Ca. 20-22 
Stunden nach Beginn der Reifung wurden wie vorstehend gewonnene fetale Fibroblasten 
mittels einer Transferpipette in den perivitellinen Raum von enukleierten Oozyten 
uberfthrt und die sich dabei bildenden Karyoplast-Zytoplast-Komplexe (KZK) wurden 
30 jeweils fur 10 ^isek. einem doppelten elektrischen Puis von 2,1 kV/cm ausgesetzt, urn die 
Fusion zu induzieren. Die KZKs wurden in Ham's F-12 Medium (Sigma) mit 10% FCS 
in einem Brutschrank gezuchtet. Die Fusion wurde 30 bis 60 Minuten nach dem 
Fusionspuls durch mikroskopische Untersuchung beurteilt. 

35 24 Stunden nach Beginn der Reifung wurden die KZKs durch eine 5 miniitige Inkubation 
in 7% Ethanol aktiviert und anschlieBend 5 Stunden in lO^ig/ml Cycloheximid (Sigma C- 
7698) und 5 ^g/ml Cytochalasin B (Sigma C-6762) gezuchtet. Anschliefiend wurden die 
KZKs in einem 100 \*1 Tropfen CR-1 Medium (Rosenkrans und First, 1991) mit 10% 
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Ostrus-Kuh-Serura umgesetzt. Die Tropfen wurden mit Paraffm-6l uberschichtet und fur 1 
bis 8 Tage bei 39 °C in wasserdampfgesattigter Atmosphare aus 5% C02, 5% O2 und 
90% N2 gezuchtet. 



Tabelle 1: Morulae aus fetaler Fibroblastenklonierung (FFB) als Kernspender 



Kemtransfer- 
Morulae aus 
Klonierung 


KZK 


Fusionierte 
FFB (%) 


Teilung (%) 


Blastozysten (%) 


FFB 

(nicht gehungert) 


65 


58 (89%) 


50 (86%) 


32 (55%) 


FFB 

(gehungert) 


102 


91 (88%) 


73 (80%) 


47 (52%) 



Wie aus vorstehender Tabelle ersichtlich, war es bereits bei dem ersten Versuch moglich, 
eine Teilungsrate bis zu 86 % und eine Blastozystenrate von bis zu 55 % zu erhalten. Dies 
ist im Hinblick darauf, daB es im Stand der Technik als erforderlich angesehen wird die 
Fibroblasten "auszuhungern", als uberraschend anzusehen, da Ergebnisse erzielt werden 
konnen, die gegenuber dem Stand der Technik sogar besser sind. 

Embryotransfer 
Erapfangermanagement 

Als Empfanger wurden Kalbinnen verwendet, die folgende Kriterien erffillten: 

1. Aufzucht in IBR (bovines Herpesvirus Typ 1) unverdachtigen Betrieben; 

2. serologische Untersuchung auf BHV-l-Antikorper (infektiose bovine Rhinotracheitis / 
infektiose pustulose Vulvovaginitis) negativ; 

3. serologische Untersuchung auf BVD (bovine Virus Diarrhoe)/MD-Antigen (Mucosal 
Disease) negativ; 

4. dem Alter (13-16 Monate) entsprechende Korpermasseentwicklung; 

5. eingetretene Geschlechtsreife; bei Tieren, die den Embryo austragen sollen, einge- 
tretene Zuchtreife; 

6. gynakologische Untersuchung ohne pathologische Befunde; 

Alle Empfanger erhielten unmittelbar nach Aufstallung Mineralstoffboli (All Trace, 
Ranching Consult GmbH), urn die erfahrungsgemaB unzureichende Versorgung mit Selen, 
Kupfer und Cobalt auszugleichen (Wittkowski et al., Zur Selensupplementierung bei 
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Farsen; Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft Embryotransfer Deutschland (AET-d). 
13.06.-14.06.1996, Marktredwitz). 

BVD-Antikorper negative Tiere werden gegen BVD/MD immunisiert (Rumilis®, Intervet), 
um das Infektionsrisiko bei Ubertragung von Embryonen (Modi et al. f Control of bovine 
viral diarrhea virus in abattoir ovaries for in vitro fertilization (IVF) 0 r cloning programs; 
lie Reunion A.E.T.E.-Hannover, 8-9 September 1995) bzw. nach Verbringen in 
Stallungen mit unbekanntem BVD-Status zu minimieren. Die Fiitterung erfolgte ad libitum 
mit Grassiiage, Keu und Stroh. Entw-armungen wurden im Fruhjahr und Herbst mit 
Ivermectin (Ivomec®, MSD Agvet) durchgefiihrt. Die Unterbringung der Empfanger 
erfolgt zum Teil in Laufetall- (Offenstall, GruppengroBe 6 Tiere) und zum Teil in 
Anbindehaltung. 

Empfangervorbereitung 

Die Ubertragung der in vitro hergestellten Embryonen erfolgt auf Zyklus-synchrone 
Empfanger, d.h. das Stadium des Sexualzyklus entspricht dem Alter der zu tibertragenden 
Embryonen. Dabei wird der Tag der Brunst als Zyklustag 0 bezeichnet. Die Brunst- 
synchronisation erfolgt im Diostrus durch die einmalige intramuskulare Applikation eines 
Prostaglandin F 2 -<x-Analogons (2,0 ml Estrumate®, Mallinckrodt Veterinary). Kalbinnen, 
bei denen mittels rektaler Palpation kein funktionelles Corpus luteum diagnostizierbar 
war, wurden nicht fur die Brunstsynchronisation verwendet. Die Brunst tritt erfahrungs- 
gemaB 2-3 Tage post applicationem ein und wird anhand des Brunstverhaltens und des 
Scheidenbefundes beurteilt. 

Embryotransfer 

Die in vitro produzierten Embryonen wurden nach 7-tagiger Kultur auf geeignete 
Empfanger transferiert. Dazu wurden die Embryonen identifiziert, qualitativ beurteilt, 
Zona geschlitzt, in ein geetgnetes Transfermedium umgesetzt und anschlieBend in 
Minipailletten (Minitiib) aufgezogen. Als Transfermedien wurden PBS + 10% fetales 
Kalberserum (FCS, Biochrom), Ovum Culture Medium (ICP, Neuseeland) + 10% FCS 
oder TL-Hepes + 10% FCS verwendet. 

Die verschlossenen Pailletten wurden bis zum Transfer, der innerhalb von ca. 90 Minuten 
stattfinden sollte, bei 37,8°C in einem Miniinkubator gelagert. 



5 
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Die Eignung der Empfanger wurde anhand folgender Kriterien beurteilt: 

Die Tiere wurden etwa 7 Tage vor dem Transfer in Brunst beobachtet, wobei die 
Asynchronitat 24 Std. nicht uberschreiten soil (Hasler et al., Theriogenology 43 (1995), 
141-152). Das Vorhandensein und die Grofie eines funktionellen Gelbkorpers wurde 
entsprechend bewertet (Assey et al., Theriogenology 39 (1993), 1321-1330). 

Die verwendeten Tiere wiesen keine Anzeichen einer Erkrankung des Genitaltraktes auf. 

10 Nach der Auswahl wurde eine Epiduralanasthesie (2,0 ml Lidocain®, Albrecht) vorge- 
nommen und das aufiere Genitale sorgfaltig mit trockenem Papier gereinigt. AnschlieBend 
wurde der korperwarme Transferkatheter (Minitub) mit einer Paillette beschickt und mit 
einer Plastikschutzhiille (Sanisheath, Minitub) versehen. Der Transfer erfolgte unblutig 
unter rektaler Kontrolle der Cervixpassage und der Katheterposition in die Spitze des ipsi- 
lateralen Uterushornes (Reichenbach etal., J. Reprod. Fertil. 95 (1992), 363-370). Dabei 
wurde die Plastikschutzhiille erst am auBeren Muttermund mit dem Transferkatheter 
perforiert, um eine Keimverschleppung aus der Vagina in den Uterus zu vermeiden. War 
der Transfer mehrerer Embryonen auf einen Empfanger vorgesehen, so wurden diese 
bilateral abgesetzt. Dazu wurde der Transferkatheter bis in das Corpus uteri zuruckge- 
20 zogen, der Mandrin mit der entleerten Paillette entfernt, eine neue Paillette mit 
Embryo(nen) in den Katheter geschoben und im contralateralen Uterushorn positioniert. 
Unmirtelbar nach dem Transfer wurden alle relevanten Daten (Lebensnummer des 
Empfangers, Herkunft, Anzahl und Qualitat der Embryonen usw.) dokumentiert. 

25 Trachtigkeitsuntersuchung 



15 



21 Tage nach der Brunst, also 14 Tage nach dem Embryotransfer, wurde eine Brunst- 
kontrolle vorgenommen und der Progesterongehalt im Blutserum festgestellt. Werte unter 
0,1 ng/ml werden als nicht trachtig angesehen. Bei Progesteronwerten fiber 2,0 ng/ml 
kann mit einer Trachtigkeit gerechnet werden. Die erste direkte Trachtigkeitsuntersuchung 
wurde um den 35. Tag mittels Ultraschall und die zweite manuell um den 42. Trachtig- 
keitstag vorgenommen. 
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Patentanspuche 

5 1. Verfahren zur Herstellung eines tierischen Embryos, das die folgenden Schritte 
umfaBt: 

(a) Gewinnen eines fetalen Fibroblasten, 

(b) Vereinen des Kerns des fetalen Fibroblasten mit einer geeigneten Empfangerzelle, 
wobei der fetale Fibroblast vor der Vereinigung nicht durch externe Manipulation in der 

10 GO Phase festgesetzt wird, 

(c) Ziichten der so erhaltenen Zelle fur einen Zeitraum, damit sich eine Bastozyste bildet. 
und gegebenenfalls 

(d) Einbringen des gewachsenen Zellhaufens in ein Muttertier. 

15 2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die geeignete Empfangerzelle eine enukleierte 
Eizelle ist. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem der fetale Fibroblast 
mit der geeigneten Empfangerzelle fusioniert wird. 

20 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, bei dem der in Schritt (a) eingesetzte 
fetale Fibroblast von den in Schritt (d) gewonnenen Zellen abgeleitet ist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem die fetalen Fibro- 
25 blasten von Tieren abgeleitet sind, ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus Ungulaten, 

Kaninchen, Nagern, oder Vogel. 

6. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem die Tiere Ungulaten sind. 
30 7 . Verfahren nach Anspruch 3 , bei dem das Tier ein Rind ist. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, bei dem der fetale Fibroblast 
transgen ist. 

35 9. Verfahren nach Anspruch 8, bei dem die fetale Fibroblast ein pharmazeutisch oder 
ernahrnungsphysiologisch interessantes Gen enthalt. 
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10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, bei dem das Genprodukt des eingebrachten Gens In 
die Milch sezemiert wird. 



1 1 . Verfahren nach Anspruch 10, bei dem das Transgen Chymosin oder Trypsin ist. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 11, bei dem das Transgen unter der 
Kontrolle eines endogenen Promotors liegt. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 1 1, bei dem das Transgen oder ein endoge- 
nes Gen unter der Kontrolle eines exogenen Fremdpromotors oder eines Spezies-endogenen 
Promotors liegt. 



14. Tiere, erhaltlich nach einem Verfahren gemSfi einem der Anspriiche 1 bis 13. 
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